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Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Ver- 
fahren zurZerkleinerung von hochmolekularen Struktu- 
ren gema3 Anspruch 1 sowie Verwendungen der Vor- 
richtung gemaft Anspruch 7. 

Ausgangspunkt vieler biologischer Isolationsver- 
fahren sind beispielsweise Zell- und Gewebelysate, die 
haufig sehrviskose Systems darstellen. Aufgrund ihrer 
hohen Viskositat sind diese Systeme kaum weiterbear- 
beitbar und warden ubiiclierweise verschiedenen Ver- 
fahren zur Honnogenisierung oder Verringerung der Vis- 
kositat unterzogen. 

Insbesondere bei der Isolierung von mRNA ist es 
notwendig, die diese Substanzen enthaltenden Proben 
zu honnogenisieren mit dem Ziel nicht-viskose Lysate 
Oder Losungen zu erhalten. Die Herstellung von homo- 
genen Zell-Lysaten oder Losungen mit geringerer Vis- 
kositat ist bet einer Reihe molekularbiologischer Tecli- 
niken notwendig. Beispielhaft seien im folgenden einige 
dieser Tecliniken genannt. 

Die direkte Isolierung von Gesamt-RNA oder mR- 
NA aus Zell- Oder Gewebelysaten erfordert in den mei- 
sten Fallen einen Homogenisierungsschritt, da die Hy- 
bridisierungsrate zwischen der zur mRNA Isolierung 
notwendigen oligo-dT Matrix (z.B. Cellulose, parama- 
gnettsche Partikel oder Latexpartikel) in hochviskosen 
Losungen, im Gegensatz zu homogenen Losungen, 
sehr niedrig ist. Die entsprechenden Matrices konnen 
dabei mit der in der Probe ebentalls vorhandenen hoch- 
molekularen DMA quasi verkleben und eine Reinigung 
soweit erschweren, da3 sie in manchen Fallen sogar 
unmoglich wind. 

SchliefBIich ist bei der Preparation von Gesamt- 
RNA, wie z.B. in DE 43 21 904 A1 beschrieben, die zur 
chromatographischen Auf reinigung notwendige und in 
eine Apparatur eingesetzte Membran durch hoch-visko- 
se Lysate oder Losungen schnell verstopft. 

Die Protokolle fur eine direkte mRNA Isolierung, wie 
sie im Stand der Technik bekannt sind unter Ven^/en- 
dung bekannter Produkte, gehen davon aus, dafi eine 
Homogenisierung der Proben, die die genannten Sub- 
stanzen enthalten, unbedingt erforderlich ist. 

Es hat sich beispielsweise gezeigt, daB in der Po- 
lymerase-Chain-Reactbn (PGR) mit genomischer DNA 
bessere Ergebnisse erzielt werden, wenn gescherte, 
niedermolekulare DNA eingesetzt wird. Dies konnte da- 
mit zusammenhangen, da3 kleinere DNA Fragmente 
leichter denaturierbar sind und so die Hybridisierung 
des Primers (Primer-Annealing) effizienter ist. In diesem 
Zusammenhang ist bedeutsam, daB. bei Praparationen 
von Nucleinsauren (mRNA, Gesamt-RNA und DNA) fur 
die PGR-Reaktion, Cross-Kontaminationen mit Nuclein- 
sauren zwischen gleichzeitig oder nacheinander aufge- 
arbeiteten Proben sowie Cross-Kontaminationen mit 
Nucleinsauren aus anderen Quellen unbedingt vermie- 
den werden mussen, da die PCR-Reaktion auBerst 
empfindlich ist, so daB auch Verunreinigungen mit nicht 



2 

gewunschter Nucleinsaure entsprechend amplifiziert 
werden warden. 

Im Stand der Technik werden zur Homogenisierung 
bzw. Scherung von Geweben, Zellen und/oder hochmo- 
5 lekularen Stotfen enthaltenden Losungen im wesentli- 
chen die folgenden Methoden angewandt. 

Die Zerkleinerung (Scherung) der hochmolekularen 
DNA kann durch mechanisches Zerkleinern einer in 
flussigen Stickstofftiefgefrorenen Probe mittels Pistil! 
und Morser erfolgen. Auch durch mehrmaliges Aufzie- 
hen der Probe mit hochmolekularer DNA durch eine Ka- 
nule in eine Sprttze, wird die DNA geschert. Diese Me- 
thoden sind neben ihrem hohen Arbeitsaufwand auch 
nicht geeignet, ein sauberes Arbeiten zu garantieren. 
So erweist sich der HomogenisierungsprozeB zur Iso- 
lierung von Biomolekulen aus potentiell infekliosem 
Ausgangsmaterial, wie menschliche Zell- und/oder Ge- 
webeproben (Biopsiematerial), als gefahrlichste Quelle 
fur eine Kontamination des Versuchsdurchfuhrenden, 
da das Homogenat bei der konventionellen Homogeni- 
sierung Ober eine betrachtliche Distanz spritzen kann. 

Die Extraktion von Nucleinsauren und anderen Bio- 
molekulen aus pflanzlichen Materialien enweist sich auf- 
grund des hohen Gehatts an Polysacchariden, Polyolen 
und/oder anderen sekundaren Metaboliten als auBerst 
schwierig, da die genannten Substanzen nach Auf- 
schluB der Zellen oder Gewebe in den ubiicherweise 
verwendeten Loschungen hochviskose Lysate oder gal- 
lertartige Strukturen ausbilden. Einfaches Abzentrtfu- 
gieren der gallertartigen Masse f uhrt in den meisten Fal- 
len nicht zum Erfolg, da eine Trennung von der verwen- 
deten Losung nicht erreicht werden kann. Die gallertar- 
tigen Strukturen und die hohe Viskositat verhindern eine 
effiziente Isolierung von Nucleinsauren bzw. machen 
sie teilweise unmoglich. 

Auch spezielle Homogenisatoren wie die handels- 
Oblichen Ultraturrax"™. Polytron™, Omni™, Tissuemi- 
zer™ u.a. konnen zur Scherung von hochmolekularer 
DNA eingesetzt werden. Diese Methode ermogticht 
zwar ein einfaches und schnelles Homogenisieren prak- 
tisch jeder Probe, nachteilig ist allerdings, daB zur Ho- 
mogenisierung sehr kleiner Zell-, Gewebe- oder Ld- 
sungsmengen, die insbesondere nachfolgend zur Ana- 
lyse mittels PGR oder RT-PCR vorgesehen sind, spezi- 
elle Mini-Generatoren angeschafft werden mussen. Um 
Cross-Kontamrnationen zwischen verschiedenen Zell- 
oder Gewebeproben oder anderen Proben zu vemnei- 
den, konnen dann auch miniaturisierte Einmal-Genera- 
toren verwendet werden, wobei jedoch vorausgesetzt 
werden muB, daB ein relativ aufwendiges Gerat zum 
Homogenisieren bereits vorhanden isl Die miniaturi- 
sierten Einmal-Generatoren selbst sind daruber hinaus 
sehr kostenintensiv- 

Eine weitere Methode zur Homogenisierung, die 
sich fur einige /Vnwendungen bewahrt hat, ist eine Ul- 
traschallbehandlung der betreffenden Probe. Dabei ist 
auf dem angesprochenen Gebiet, beispielsweise der 
PCR-Anwendung, teures Gerat erforderlich. Nachteilig 
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ist ebentalls, daB Einmal-Ultraschallkopfe nicht erhalt- 
Itch sind. Es besteht daruber hinaus die Gefahr, daS die 
Nucleinsauren durch die Ultraschallbehandlung zu 
stark fragmentiert warden bis zur volligen Unbrauchbar- 
keit fur die welteren Anaiyse-Methoden. 

Die DE-A-4 1 39 664 betrifft eine Vorrichtung und ein 
Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nucleinsau- 
ren aus naturlichen Quelten durch Abtrennung der aut- 
geschlossenen naturWchen Quellen wie Zellen oder Tell- 
trummer in elner Probe durch Filtration. Die Vorrichtung 
zur Durchfuhrung des beschriebenen Verfahrens be- 
steht aus einem Hohlkorper mit einer EinlaBoffnung und 
einer AusiaBoffnung, wobei im Hohlkorper zwischen 
zwei Fixiereinrichtungen ein putverlonmiges erstes Ma- 
teria! auf Siltcagelbasis angeordnet ist und ein zweites 
Material zwischen dem ersten und der AusiaBoffnung 
angeordnet ist, wobei die ersten und zweiten Materiali- 
en unterschiedliche Adsorptionscharakteristika fur Nu- 
cleinsauren aufweisen. 

DE-U-91 12 776 beschreibt ein Filtrationssystem 
zur Abtrennung von ungelosten Stoffen aus einem flus- 
sigen Medium, bei dem die zu filtrierende Flussigkeit 
parallel zur Oberflache eines Filters gefuhrt wild, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Filter aus einer mehr- 
schichtigen Gewebeanordnung besteht, bei der die 
Trenngrenzen der einzeinen Gewebeschichten in Rich- 
tung des Filtratstromes zunehmen. 

Die DE-A-4 034 036 betrifft eine Vorrichtung und ein 
Verfahren zur Isolierung von Nucleinsauren aus Zell- 
suspensionen. Die Vorrichtung zur Durchfuhrung die- 
ses Verfahrens we ist eine zetlenaufnehmende Matrix in 
einem Hohlkorper zwischen zwei porosen Einrichtun- 
gen auf. Die PorengroBe der Einrichtungen ist groBer 
als die HohlraumgroBe des die Matrix bildenden Mate- 
rials- 

CLONTECH Labs 1993, "Nucleic Acid Purification 
with CHROMA SPIN Columns", betrifft ein Verfahren zur 
Extraktion von Nucleinsauren aus Agarosegelstucken. 

In D- Blocher und G. tllakis. Int. J. Radiat. Biol.. 
1991, Vol. 59, 919 - 926, werden DNA-Fragmente von 
einem Filter entfernt wahrend einer nicht denaturieren- 
den Filterelution. Dabei scheinen DNA-Stucke an der 
Filtermembran abgebaut zu werden. 

Das der Erfindung zugrundeliegende Problem be- 
steht demnach darin, ein Verfahren anzugeben, das die 
genannten Nachteile des Standes der Technik vermei- 
det. Es soil ein Verfahren berertgestellt werden, das es 
in einfacher und kostengunstiger Weise ermoglicht, ei- 
ne effiztente und crosskontaminationsfreie Praparatk>n 
von Nucleinsauren und generell eine Homogenisierung 
von viskosen Systemen zu erreichen. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische 
Problem wird gelost durch ein Verfahren mit den Merk- 
malen des Anspruchs 1 . Die sich daran anschlieBenden 
Unteranspruche 2 bis 6 betreffen bevorzugte Ausfuh- 
rungsformen des erfindungsgemaBen Verfahrens. 

Der Anspruch 7 betrifft die Verwendung der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung. 



Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Zerkleine- 
rung von hochmolekularen Strukturen insbesondere 
hochmolekularer Nucleinsauren geht davon aus, daB 
das die zu zerkleinernden Strukturen enthaltende Sy- 

s stem auf einer Einrichtung angeordnet wird. Diese Ein- 
richtung weist mindestens eine porose Schicht auf. Die 
porose Schicht weist dabei eine asymmetrische Vertei- 
lung ihrer PorengroBeauf. Die PorengroBe nimmt dabei 
in Passierrichtung der zu zerkleinernden Strukturen, 

10 durch die porose Schicht gesehen, ab. Der Begriff Po- 
rengroBe ist als mittlere PorengroBe zu verstehen. Das 
die zu zerkleinernden hochmolekularen Strukturen ent- 
haltende System passiert die Einrichtung, wobei wah- 
rend der Passage die hochmolekularen Strukturen, ver- 

f5 muttich aufgrund ihrer Empfindlichkeit gegen mechani- 
sche Einwirkungen, zerkleinert werden. Das die zu zer- 
kleinernden hochmolekularen Strukturen enthaltende 
System kann insbesondere ein relativ hoch viskoses 
System sein, das aus einem Zell- und/oder Gewebely- 

20 sat besteht oder eine zur Trennung von Nucleinsauren 
verwendete Matrix, wie Polyacrylamidgele, oder Weich- 
gewebe (Brustgewebe, Hirn, Fettgewebe u. a.), oder 
Losungen, die hochmoiekulare DNA enthalten. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann in vorteil- 

25 hafter Weise auch zur Homogenisierung von inhomoge- 
nen viskosen Systemen, insbesondere Zell- und Gewe- 
betysaten, verwendet werden, wenn die oben beschrie- 
bene Einrichtung mindestens zwei porose Schichten 
aufweist. Das die zu zerkleinernden hochmolekularen 

30 Strukturen enthaltende oder zu homogenisierende vis- 
kose System passiert die Einrichtung mit mindestens 
zwei porosen Schichten, wobei die PorengroBe der po- 
rosen Schicht in Passierrichtung des zu homogenisie- 
renden Systems gesehen abnimmt. Die PorengroBe der 

35 in Passierrichtung gesehenen ersten Schicht kann bis 
zum 6-fachen der PorengroBe der darunterliegenden 
zweiten Schicht betragen. Die zweite Schicht besitzt ei- 
ne MindestporengroBe, die im wesentlichen dadurch 
bestimmt ist, daB eine Verstopfung der zweiten Schicht 

^0 durch die zu zerkleinernde Oder homogenisierende Pro- 
be unterbleibt. Typischenweise ist die PorengroBe der 
zweiten Schicht > 10 |j.m. Damit kann auch eine zur 
Trennung von Nucleinsauren oder Proteine verwendete 
Matrix, wie Polyacrylamidgele, zerkleinert bzw. homo- 

45 genisiert werden. 

Der Vorgang kann mehrfach wiederholt werden, 
wenn sich zeigt, daB keine hinreichende Scherung nach 
einmaliger Passage erreicht wurde. Es versteht sich, 
daB das erfindungsgemaBe Verfahren ebenso dahinge- 

50 hend abgewandelt werden kann, daB die Passierstrek^ 
ke fur die zu zerkleinernde Struktur verlangert wird, in- 
dem die Dicke der verwendeten porosen Schicht oder 
Schichten varliert wird. 

Zellen- und/oder Gewebe konnen gegebenenfalls 

55 in Guanidinthiocyanat-haltigem Puffer oder in einem 
Proteinase K oder ahnliche Protease enthaltenden Puf- 
fer aufgenommen und/oder gegebenenfalls darin inku- 
biert werden. Die Zellen- oder Gewebe stucke konnen 



5 



EP 0 733 099 B1 



6 



vorher durch mechanische Einwirkung zerkleinert wor- 
den sein. 

Die erfindungsgemaOe Vorrichtung ist zur (solie- 
rung von Nucleinsauren problemlos. Hochviskoses Ma- 
terial wird in dieser Vorriclitung geschert, so daR das 
Lysat anschlieBend einfach fur die weitere Verarbeitung 
benutzt werden kann, wahrend Zell- und Gewebereste 
gleichzeitig aus dam Lysat durch den Filtrationseffekt 
der Vorrichtung entfernt werden. 

Die Passage des vlskosen Systems durch die Po- 
ren bewirkt uberraschenderweise eine Scherung von 
gegen mechanische EinflOsse empflndlichen Substan- 
zen. Insbesondere wird durch die Passage hochmole- 
kulare Nucleinsaure, wie genomische DNA geschert. 
Gleichzeitig konnen durch das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren genomische DNA oder andere hochmolekulare 
Verbindungen enthattende Losungen homogenisiert 
und hochmolekulare Strukturen wie Polyacrylamidgele 
zerkleinert werden. Nach der Homogenisierung weisen 
die entsprechenden Proben eine geringere Viskositat 
als zu Anfang der Behandlung aut. Die Proben konnen 
dementsprechend leichter werterverarbeitet werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht die 
Probenaufbereitung zur Isolierung von RNA und DNA. 
Dabei werden RNA-MolekOle, insbesondere in einem 
GroBenbereich von 0,8 bis 20 Kbp zuganglich. DNA- 
Molekule in einer GroBe von 40.000 bis 50.000 bp wer- 
den aus Proben erbalten, die DNA als chromosomale 
DNA enthatten. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des erfin- 
dungsgemaBen Vertahrens wird das die zu zerkteinern- 
de hochmolekulare Struktur aufweisende System oder 
das zu homogenisierende System (Probe) auf der Ein- 
richtung mit mindestens einer porosen Schicht angeord- 
net und aut der Probenseite unter mechanischer Einwir- 
kung durch die mindestens eine porose Schicht ge- 
drOckt. Die Passage kann beispielsweise auf der Pro- 
benseite mit mechanischer Einwirkung wie Uberdruck 
Oder Schwerkraft, wie sie durch Zentrif ugatlon generiert 
werden kann, bewirkt werden. Es ist jedoch ebenfalls 
mdglich, auf der der Probe abgewandten Serte einen 
Unterdruck zu erzeugen, wodurch dann z.B. das zu ho- 
mogenisierende viskose System die porosen Schichten 
der Einrichtung passiert. 

Die erfindungsgemaBe Vorrrchtung eriaubt in vor- 
teilhafter Weise eine Probenvorbereitung fur die PCR- 
Reaktion (PGR: Polymerase Chain Reaction) . Diese 
Reaktion dient der DNA-Amplifikation. Insbesondere 
bei Verwendung einer Schicht mit einer PorengroBe im 
Bereich von 20 \ixr\ bis 70 |im fallt die DNA ubenwiegend 
in Langen von 40 bis 60 kb an. unabhangig davon, ob 
die DNA direkt aus Zell-Lysaten stammt oder aus vor- 
gereinigten Losungen. Somit laBt sich die Erfindung in 
vorteilhafter Weise mit dem in DE 43 21 904 Al be- 
schriebenen Verfahren kombinieren. Auf der porosen 
Schicht wird eine Nucleinsaure btndende Matrix wie z. 
B. Glasfasem, angeordnet. Die vorhandene DNA wird 
dabei unter hohen lonenstarken aut der Matrix gebun- 



den und bei Elution, mit z.B. Wasser, danach durch Pas- 
sieren der por6se(n) Schicht(en) geschert (zerkleinert). 

Analog ist auch bei der etnschichtigen Ausfuh- 
rungsform des Vertahrens vorzugehen. 
5 Die Figur 1 zeigt eine an das erfindungsgemaBe 
Verfahren angepaBte Vorrichtung, die ebenfalls gemaB 
Anspruch? Gegenstanddervorliegenden Erfindung ist. 
Die Vorrichtung weist eine EinlaB- 10 und AuslaBoff- 
nung 15, mit einer Im Lumen eines Hohikorpers 11 an- 
geordneten Einrichtung 1 auf. Die Einrichtung 1 besteht 
aus einer porosen Schicht, deren PorengroBe, in Pas- 
sierrichtung der zu zerkleinernden Strukturen durch die 
porose Schicht gesehen, abnimmt. Die porose Schicht 
besteht vorzugsweise aus \nerten Material ien, wie an- 
organischen oder organischen Substanzen, insbeson- 
dere Glasfritten-ahnliche Materlalien oder polymere 
Substanzen, wie sie auch zum Aufbau von Membranf li- 
tem verwendet werden. Es sind insbesondere Polyethy- 
len, Potypropylen, Polystyrol und andere polymere Koh- 
Ien wasserstoff mate rialien zu nennen, aus denen die po- 
rose Schicht bestehen kann. 

Die Figur 2 zeigt eine an das erfindungsgemaBe 
Verfahren angepaBte Vorrichtung, die ebenfalls gemaB 
Anspruch 8 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
Die weist eine EinlaS- 10 und AuslaBoffnung 15, mit ei- 
ner im Lumen eines Hohikorpers 11 angeordneten Ein- 
richtung 1 auf. Die Einrichtung 1 besteht aus minde- 
stens zwei Schichten 2,3 mit in Richtung der AuslaBoff- 
nung 15 abnehmender PorengroBe der Schichten 2,3. 
Durch die Passage des zu homogenisierenden Sy- 
stems durch die Schichten 2,3 wird dieses homogeni- 
siert. Die Schichten sind vorzugsweise in dem insbe- 
sondere zylindrtsch ausgestalteten Hohlkorper 11 befe- 
stigt. Diese Befestigung kann durch Reibung, wie bei- 
spielsweise durch Einspannen der Einrichtung 1 mit den 
Schichten 2,3 oder durch Verkleben mit der insbeson- 
dere zylindrischen Hohlraumwandung erfolgen. Die 
Schichten weisen PorengroBe im Bereich von 1 mm bis 
10 Jim auf, wobei die PorengroBe der jeweiiigen Schich- 
ten abgestuft ist. 

Die Abstufung der PorengroBe der Schichten er- 
folgt dadurch, daB die erste Schicht 2, in FIteBrichtung 
der Probe gesehen, eine bis zum 6-fachen der Poren- 
groBe der zweHen Schicht 3 auf weist, wobei deren Po- 
rengroBe > 10 jam ist. In einer besonderen Anordnung 
ist die erfindungsgemaBe Vorrichtung auf handelsObli- 
che Zentrif ugenrohrchen abgestimmt. Die Figur 3 zeigt 
eine soiche Anordnung. Dabei ist ein im wesentlichen 
zylindrischer Hohlkorper mit an der AuslaBoffnung 15 
trichterformig verjungend am oberen Ende des Zentri- 
fugenrohrchens so angeordnet. daB die EinlaBoffnung 
10 der erfindungsgemaB zu verwendenden Vorrichtung 
ebenfalls an der Offnung des Zentrifugenrohrchens 20 
angeordnet ist. Die Anordnung kann mittels eines Dek- 
kels 25, der entweder an der erfindungsgemaBen Vor- 
richtung Oder an dem Zentrif ugenrohrchen selbst ange- 
ordnet ist, verschlossen werden. Im Innern der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung sind funt Schichten 
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2,3.4,5,6 vorzugsweise so angeordnet, daB die Schicht 
mit der jeweils geringeren PorengroBe direkt an dieje- 
nige mit der groBeren PorengroBe mit ihren Oberfla- 
chen aneinandergrenzt. Nach Passage des viskosen 
Systems durch die Einrichtung 1 sammelt sich am Bo- 
den des Zentritugenrohrchens 20 die liomogenisierte 
Losung 30. 

In der in Figur 3 gezeigten Anordnung weisen die 
porosen Schichten beginnend mit der Schicht 2 Poren- 
groBen von ca. 200 }im, Schicht 3 ca. 75 fim» Schicht 4 
ca. 35 \ixr[, Schicht 5 ca. 20 ^im und Schicht 6 ca. 1 0 jim 
auf. Es versteht sich, daB die Vorrichtung auch mit nur 
einer porosen Schicht, wie oben beschrieben, einge- 
setzt werden kann. 

Es ist fur den Fachmann selbstverstandlich, daB ei- 
ne einstuckig ausgeformte Einrichtung, die nicht aus 
mehreren Lagen auf gebaut ist, als aquivalente Ausfuh- 
rungsform verstanden wird. Wichtig ist dann, daB die in 
einer einstuckigen Version ausgetuhrte Einrichtung 1 ei- 
nen PorengroBengradienten, der von einer Oberflache 
der Schicht zu der gegenuberliegenden Schicht ver- 
lauft, autweist. Solche Vorrichtungen sind aus DE 41 39 
664 A1 bekannt. 

Die erfindungsgemaBen Verwendungen der be- 
schriebenen Vorrichtungen eriauben, daB in einfacher, 
kostengunstiger Weise viskose Systeme wie beispiels- 
weise Zell- und Gewebelysate homogenisiert werden 
und in Systeme geringerer Viskositat uberfuhrt werden 
konnen. 

Es hat sich uberraschendenweise gezeigt, d^B 
hochmolekulare Nucleinsauren aufgrund der Passage 
durch die In der erfindungsgemaB zu verwendenden 
Vorrichtung befindlichen Einrichtung geschert wird, so 
daB sie fur die nachfolgenden molekularbiobgischen 
Prozessierungsschritte leichter und reproduzierbarer 
weiterverarbeitbar wird. Dies trtfft insbesondere fur die 
Aufarbeitung von genomischer DNA, mRNA und Ge- 
samt-RNA/-DNA zu. 

Weiterhin hat sich uberraschenderweise gezeigt, 
daB hochmolekulare Strukturen wie Polyacrylamidgele 
in einfacher Weise zerkteinert werden konnen, so daB 
z.B. Nucleinsauren und/oder Proteine leicht aus einer 
Trennmatrix isoliert werden konnen. 

In einer anderen Weiterbildung der erfindungsge- 
maBen Vorrichtung ist die Einrichtung 1 in einer Spritze 
(als zylindrischer Hohlkdrper 5) angeordnet. Das zu ho- 
mogenisierende viskose System wird dabei durch die 
Kanule in die Spritze gezogen und passiert die in der 
Nahe der Verbindungsstelle zwischen Kanule und Sprit- 
ze angeordnete Einrichtung 1 . Ist die Probe in die Sprit- 
ze gezogen, kann diese durch Herausdrucken erneut 
die Einrichtung 1 passteren. Gegebenenfalls kann die- 
ser Vorgang mehrfach wiederhoit werden, um eine hin- 
reichende Homogenisierung, insbesondere hochvisko- 
ser Losungen enthaltend hochmolekulare Nucleinsau- 
ren, zu gewahrleisten. Dabei kann die Schicht mit der 
groBten PorengroBe der Kanule der Spritze zugewandt 
sein. 



In vorteilhafter Weise konnen durch das erfindungs- 
gemaBe Verfahren und/oder die erfindungsgemaBe 
Vorrichtung Nucleinsauren, wie genomische DNA oder 
Gesamt-Nucleinsauren aus den entsprechenden Matri- 
s ces isoliert werden, die ubiicherweise zur Trennung von 
Nucleinsauren eingesetzt werden. Zu nennen stndhier- 
bei insbesondere Polyacrylamidgele, die als Matrix fur 
gelelektrophoretische Trennungen von DNA oder RNA 
eingesetzt werden. Nach der Elektrophorese werden le- 
10 diglich die Banden, in welcher sich die Nucleinsauren 
bestimmter GroBe angereichert haben, beispielsweise 
durch Stanzen oder Schneiden von den ubrigen Gel- 
bestandteilen getrennt und dann durch die erfindungs- 
gemaB zu venwendende Vorrichtung unter Anwendung 
15 des erfindungsgemaB beschriebenen Verfahrens pas- 
siert. Dabei hat sich uberraschenderweise gezeigt, daB 
die in der homogenisierten Losung vorhandenen Rest- 
bestande des Gels keine storenden EinflQsse auf die fol- 
genden molekularbiobgischen Prozessierungsschritte 
20 der Nucleinsauren zeigt. 

Die Erfindung beschreibt somit ein einfaches, si- 
cheres und kostengunstiges Verfahren zur Zerkleine- 
rung und Homogenisierung von viskosen Systemen, 
insbesondere Zell- und Gewebelysaten oder hochmo- 
25 lekulare Nukleinsauren enthaltenden Systemen. 

Die vorliegende Erfindung wird anhand folgender 
Beispiele naher erlautert. 

Beispiete 

30 

Zusammensetzung der in den Beispielen 1 - 3 be- 
nutzten Losungen 

OL: 4 M Guanidin-lsothiocyanat, 25 mM Na-Citrat pH 
35 7.0, 20 mM EDTA pH 8.0 

DB: 25 mM Na-Citrat pH 7.0, 0.20 EDTA pH 8.0, 0,75 
% Sarcosin 

OW: 150 mM NaCI, 1 mM EDTA pH 8.0, 10 mM Tris- 
HC! pH 7.5 

40 TE: 10 mM Tris-HGI pH 7.5, 1 mM EDTA pH 8.0 
Belsplel 1 

Homogenisierung von Zell-Lysaten und anschlieBende 
45 direkte Isolierung von poly A+ mRNA aus HeLa-Zellen, 

HeLa-Zellen, die auf einer 10 cm Zellkulturschale 
bis zu konfluentem W^chstum (ca. 1x10^ Zellen) her- 
angezogen worden sind, wurden in 600 ^il OL direkt auf 
so der ZeHkutturschafe lysiert. Das Lysat wurde mit einem 
Zellschaber auf einer Seite der Schale gesammelt, und 
auf eine Vorrichtung gemaB der vorliegenden Patentan- 
meldung pipettiert, Im Inneren der Vorrichtung wurden 
zwe) Schichten aus CELLPOR^" PE Filte^platten von 
55 200 ^m und 35 \m\ PorengroBe so angeordnet, daB sich 
die Schicht mit der geringeren PorengroBe in Richtung 
der AuslaBoffnung befand. Die Vorrichtung wurde in ei- 
nem 2 ml Mikrozentrif ugengefaB plaziert. AnschlieBend 



35 

DB: 
OW: 
40 TE: 



so 
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wurde das viskose Lysat durch die Vorrichtung 3 min bei 
voller Geschwindigkeit in einer herkommlichen Tisch- 
zentrifuge {ca. 14.000 bis 18.000 g) zentrifugiert. Das 
so erhaftene nicht-viskose Lysat wurde mit 1.200 ^il DB 
versetzt und 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde 
in em neues Zentrifugenrohrchen uberfuhrt, mit 35 fil, 
einer Oligotex Suspension versetzt und fur 10 min inku- 
biert. AnschtieBen wurden die mRNA: Oligotex Komple- 
xe petletiert, und zw^imal in 600 OW durch Resus- 
pendieren und Zentrifugieren gewaschen. Die mRNA 
wurde dann in Wasser von den Oligotex-Partlkein 
eluiert, und nach Zentrif ugation und Pelletierung der La- 
texpartikel als gereinigte mRNA-Fraktion in ein neues 
MikrozentrifugengefaB uberfuhrt. 

Betsplel 2 

Steigerung der Amplifikationseffizienz in der PCR-Re- 
aktion durch Scherung der DNA 

Genomische DNA mit einer durchschnittlichen Gro- 
Be von 100 kb wurde aus HeLa-Zellen gemaB der Pro- 
zedur in "Current Protocols in Molecular Biology" (Aus- 
ubel et a!., Wiley and Sons, Boston, Vol. 1, Seiten 2.2.1 
bis 2,2.3) isoliert. In Paraltelansatzen wurde die DNA in 
Tris-Putfer uber eine Vorrichtung gemaB der vorliegen- 
den Patentanmeldung mit jeweils einer Schicht aus 
CELLPOR™ PE Filterpiatten von 200 ^m, 50 |im, 35 
^im und 5 iim PorengroBe 2 min zentrifugiert. Im PCR- 
Ansatz wurden anschlieBend jeweils 1 fig der unter- 
schiedlich gescherten DNA sowie nicht-gescherte DNA 
eingesetzt, um ein 140 bp Fragment des Globin-Gens 
zu amplifizieren. In der PCR-Reaktion wurden, bei glei- 
cher Anzahl an Zyklen, mit gescherter DNA groBere 
Ausbeute an Amplifikat erzielt als mit ungescherter 
DNA. 

Beispiet 3 

Isolierung von RNA aus einem Polyacrylamtd-Gelstuck 
nach Zerkleinerung des Polyacrylamidgels 

Auf einem denaturierenden 5 %igen Polyacrylamid- 
Harnstoffgel wurde in vitro transkribiert RNA aufgetra- 
gen, um das "full-length" Transkript von kurzeren Tran- 
skripten zu trennen. Nach Ethidtumbromid Farbung der 
RNA wurde die entsprechende, 360 Basen groBe Ban- 
de ausgeschnitten, und auf eine Vorrichtung gemaB der 
vorliegenden Patentanmeldung mit einer Schicht aus 
CELLPOR PE Filterpiatten von 200 pm Oberfuhrt. Dann 
wurden 500 fil TE-Puffer auf die Vorrichtung pipettiert. 
AnschlieBend wurde fur 3 min bei voller Geschwindig- 
keit in einer herkommlichen Tischzentrif uge (ca. 1 4.000 
bis 1 8.000 g) zentrifugiert. Das so zerkleinerte Gelstuck- 
chen wurde erneut auf eine Vorrichtung mit einer 
Schicht aus einer CELLPOR™ PE Filterplatte mit 1 \im 
PorengroBe uberfuhrt, um die kleinen Polyacrylamid- 
HamstoffgelstQcke von der FlOsslgkeit zu trennen. Die 



waBrtge Fraktion im AuffanggefaB wurde dann Phenol/ 
Chloroform extrahiert. Die obere, waBrige Phase wurde 
abpipettiert, und die darin geloste RNA mit LiCI (End- 
konzentration 3 M) 3 Stunden bei 20'*C gefallt. Das 
s RNA-Pellet wurde zweimal mit 70 % Alkohol gewa- 
schen, abzentrifugtert und unter Vakuum getrocknet. 
AnschlieBend wurde die RNA in TE gelost. 



Isolierung von RNA aus Weichgewebe nach Homoge- 
nisierung des Gewebes uber die erfindungsgemaBe 
Vorrichtung. 

'5 Zusammensetzungen der in den Beispielen 4 und 
5 benutzten Losungen 

R1: 3,5 M Guanidin-lsothiocyanat, 25 mM Na-Citrat 
pH 7,0, 1% p-Mercaptoethanol 
20 R2: 900 mM GTC, 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 0% Etha- 
nol 

TE: 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 80% Ethanol 

20 mg Brustgewebe wurden auf eine erfindungsge- 
25 maBe Vorrichtung gelegt und 350 iil Lysepuff er R1 dazu 
pipettiert. Im Inneren der Vorrichtung wurden 2 Schich- 
ten aus CELLPOR PE Filterpiatten von 200 pm und 50 
|j.m PorengroBe so angeordnet, daB sich die Schicht mit 
der geringeren PorengroBe in Richtung der AuslaBoff- 
00 nung befand. Die Vorrichtung wurde in einem 2 ml Mi- 
krozentrifugengefaB plaziert. AnschlieBend wurde das 
viskose Lysat durch die Vorrichtung 3 min bei volter Ge- 
schwindigkeit in einer herkommlichen Tischzentrif uge 
(ca. 1 4.000 bis 1 8,000 g) zentrifugiert. Das so erhaltene 
35 nicht-viskose Lysat wurde mit 350 ^1 70% Ethanol ver- 
setzt und gemaB P 44 04 361 auf eine RNeasy™ Spin 
Saule, die in einem 2 ml MikrozentrifugengefaB hangt, 
pipettiert. AnschlieBend erfolgt eine Zentrifugation bei 
8.000 X g fur 1 5 sec in einer Standardtischzentrif uge. 
40 Die RNeasy™ Spin Saule wird in ein neues 2 ml GefaB 
transf eriert, und mit 700 Waschpuffer R2 gewaschen 
(1 5 sec Zentrifugation bei 8.000 x g) . Daraufhin wird die 
Saule gleichermaBen zweimal mit 500 pJ Waschpuffer 
TE gewaschen. Zur Elution der RNA wird die Saule in 
4S ein neues 1 ,5 ml ReaktionsgefaB gesetzt, 50 ^il DEPC- 
behandeltes Wasser werden direkt auf die Membran der 
Spinsaule pipettiert, und die RNA anschlieBend durch 
1 min Zentrifugation bei 8.000 x g aufgefangen. 



Isolierung von RNA aus pflanzlichen Zelien und Gewe- 
ben nach Zentrif ugatbn uber die erfindungsgemaBe 
Vorrichtung. 

100 mg Blattgewebe von Pelagonien wurden unter 
flOssigem Stickstoff zu einem feinen Pulver verrieben. 
AnschlieBend wurde das Pulver in 450 (J Lysepuff er R1 



20 R2: 



25 



30 



35 



40 



45 



SO BeisplelS 



Belsplel 4 

10 



6 



11 



EP 0 733 099 B1 



12 



lysiert und das so erhaltene Lysat auf die erfindungsge- 
mafte Vorrichtung pipettiert. (m Inneren der Vorrichtung 
wurden 2 Schichten aus CELLPOR PE Filterplatten von 
200 und 50 ^im PorengroBe so angeordnet, daB sich 
die Schiclit mit der geringeren PorengroBe in Richtung 
der AuslaSoffnung befand. Die Vorrichtung wurde in ei- 
nem 2 ml MikrozentrifugengefaB plaziert. AnschlieBend 
wurde das viskose Lysat durch die Vorrtclitung 3 min bei 
voller Geschwindigkeit in einer herkommlichen Tisch- 
zentrifuge (ca. 14.000 bis 18.000 g) zentrifugiert. Das 
so erhaltene nicht-viskose Lysat wurde mit 225 ^ 100% 
Ethanol versetzt und gemaB P 44 04 361 auf eine 
RNeasy"^" Spin Saule, die in einem 2 ml Mikrozentrifu- 
gengefaB hangt, pipettiert. AnschlieBend erfolgt eine 
Zentrifugation bei 8.000 x g fur 1 5 sec in einer Standard- 
tischzentrffuge. Die RNeasy™ Spin Saule wird in ein 
neues 2 ml GefaB transferiert, und mit 700 p.1 Wasch- 
pufter R2 gewaschen (1 5 sec Zentrifugation bei 8000 x 
g) . Daraufhin wird die Saule gleichermaBen zweimal 
mit 500 ii\ Waschpuffer IE gewaschen. Zur Elution der 
RNA wird die Saule in ein neues 1 ,5 ml ReaktionsgetaB 
gesetzt. 50 |il DEPC-behandeltes Wasser werden direkt 
auf die Membran der Spinsaule pipetiert, und die RNA 
anschlieBend durch 1 min Zentrifugation bei 8.000 x g 
aufgefangen. 



Patentanspruche 

1 . Verfahren zum Zerk\e\nern hochmolekularer Struk- 
turen, insbesondere hochmolekularer Nucleinsau- 
restrukturen in Proben. wobei die zu zerkleinemden 
hochmolekuiaren Strukturen eine Einrichtung pas- 
sieren, die mit mindestens einer porosen Schicht 
versehen ist, deren PorengroBe in Passierrichtung 
der zu zerkleinemden Strukturen, durch die porose 
Schicht gesehen, abnimmt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die porose 
Schicht aus mindestens zwei Schichten aufgebaut 
wird, deren mittlere PorengroBe unterschiedlich ist. 
wobei die in FlieBrichtung der Proben gesehene er- 
ste Schicht eine mittlere PorengroBe bis zu dem 
6-fachen der Porengrdtie der zweiten Schicht auf- 
weisen kann und die zweite Schicht eine mittlere 
PorengroBe groBer als 10 |im besitzt 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei die 
zu zerkleinemden hochmolekuiaren Strukturen ei- 
ne viskose Losung sind. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die viskose Lo- 
sung ein Zell- und/oder Gewebelysat oder eine zur 
Trennung von Nucleinsauren verwendete Matrix, 
wie Polyacrylamidgele ist. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruch e 
1 bis 4 zur Scherung von Nucleinsauren wie geno- 
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mischer DNA, zur Homogenisierung genomischer 
DNA Oder anderer hochmokulare Verbindungen 
enthaltender Losungen. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 5, wobei das zu zerkleinernde System (Probe) 
auf der Einrichtung mit poroser Schicht angeordnet 
wird und auf der Probenseite mit mechanischer Ein- 
wirkung, wie Uberdruck oder erhohter Schwerkraft 
und/oder auf der probenabgewandten Seite durch 
Unterdruck, die Schicht der Einrichtung passiert. 



7. Verwendung einer Vorrichtung mit einer EinlaB- 
(10) und AuslaBoffnung (15), mit mindestens einer 

75 im Lumen eines Hohlkorpers (11) angeordneten 
Einrichtung aus einer Schicht (1) zur Zerkleinerung 
hochmolekularer Strukturen, wobei die mittlere Po- 
rengroBe der Schicht (1) in Passierrichtung der zu 
zerkleinemden Strukturen, durch die porose 

20 Schk;ht (1 ) gesehen, abnimmt zur 



Homogenisierung eines viskosen Systems wie 
Zell- Oder Gewebelysaten. 
Homogenisierung von genomischer DNA, 
Zerkleinerung (Scherung) von genomischer 
DNA, 

Zerkleinerung von Polyacrylamidgelen, 
Probenvorbereitung durch Zerkleinern fur die 
Isolierung von mRNA und Gesamt-RNA, 
Probenvorbereitung durch Zerkleinern fur die 
Isolierung von mRNA und Gesamt-RNA und 
DNA aus pflanzlichen Zell- und Gewebelysa- 
ten. 



25 
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Claims 

1. A method for the size reduction of high-molecular 
structures, in particular high-molecular nucleic acid 

40 structures, in samples wherein the high-molecular 
structures to be size-reduced are passed through a 
means provided with at least one porous layer the 
pore size of which decreases in the direction of the 
passage of the structures to be s\ze-re6\}ce6 

45 through the porous layer. 



The method according to claim 1, wherein said po- 
rous layer is composed of at least two layers with 
different average pore sizes wherein the first layer, 
as seen in the direction of sample flow, may have 
an average pore size which is up to six times the 
pore size of the second layer and the second layer 
has an average pore size of larger than 10 jim. 



so 



55 



3. The method according to claims 1 and/or 2, wherein 
the high-molecular structures to be size-reduced 
are a viscous solution. 
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4. The method according to claim 3, wherein said vis- 
cous solution is a cell and/or tissue lysate. or a ma- 
trix used for the separation of nucleic acids, such 
as polyacrylamide gels. 

5. The method according to at least one of claims 1 to 
4 for the shearing of nucleic acids, such as genomic 
DNA, for the homogenization of solutions contain- 
ing genomic DNA or other high-molecular com- 
pounds. 

6. The method according to at least one of claims 1 to 
5, wherein the system to be size-reduced (sample) 
is charged onto the means having a porous layer 
and is passed through the layer by mechanical ac- 
tion, such as increased pressure or increased grav- 
ity, at the sample side and/or by reduced pressure 
at the side opposite to the sample. 

7. Use of a device having an inlet (10) and outlet (15), 
and at least one means arranged within the lumen 
of a hollow body (11) consisting of a layer (1 ) for the 
size-reduction of high-molecular structures wherein 
the average pore size of layer (1 ) docreases in the 
direction of the passage of the structures to be size- 
reduced through the porous layer (1 ), for the 

homogenization of a viscous system, such as 

cell or tissue lysates; 

homogenization of genomic DNA; 

size reduction (shearing) of genomic DNA; 

size-reduction of polyacrylamide gels; 

sample preparation by size-reduction for the 

isolation of mRNA and whole RNA; 

sample preparation by size-reduction for the 

isolation of mRNA and whole RNA and DNA 

from plant cell and tissue lysates. 

Revendications 

1. Proc6d6 pour fragmenter des structures & grande 
masse mol^culaire, en particulier des structures 
d'acides nucleiques a grande masse mol^culaire 
dans des echantillons, ou les structures a grande 
masse motecufaire a fragmenter passent dans un 
dispositif qui est pourvu d'au moins une couche po- 
reuse, dont le diam^tre des pores diminue dans ta 
direction de passage des structures a fragmenter, 
quand on regarde k travers la couche poreuse. 

2. Proced6 selon la revendication 1, dans lequel la 
couche poreuse est constituee d'au moins deux 
couches, dont le diamfetre moyen des pores est dif- 
ferent, la premiere couche, quand on regarde dans 
la direction d'ecoulement des Echantillons, pouvant 
avoir un diametre moyen des pores allant jusqu'^ 6 
fois le diametre des pores de la deuxidme couche, 



et la deuxieme couche ayant un diamMre moyen 
des pores supeheur a 10 jim. 

3. Proced6 selon la revendication 1 et/ou 2, dans le- 
5 quel les structures mol6culaires k grande masse 

molEculaire ^ fragmenter sent une solution vis- 
queuse. 

4. Proc6d6 selon la revendication 3, dans lequel la so- 
10 lution visqueuse est un lysat cellulaire et/ou tissu- 

laire, ou encore une matrice utilis6e pour s6parer 
les acides nucleiques, telle que des gels de polya- 
crylamide. 

75 5. Proced6 selon au moins I'une des revendications 1 
k 4 pour cisailler des acides nucleiques tels que 
TADN g6nomique, pour homog6neiser I'ADN g6no- 
mique ou d'autres solutions contenant des compo- 
ses a grande masse mol6culaire. 

20 

6. Proc^dd selon au moins Tune des revendications 1 
k 5, dans lequel le systeme k fragmenter (6chan- 
tillon) est dispose sur le dispositif comportant une 
couche poreuse, et, sur le cdX6 echantillon, et k 
2S Taide d'une action mecanique, telle qu'une surpres- 
sion ou une augmentation de la force de gravite, et/ 
ou sur le c6t6 oppos6 a I'echantillon, sous I'effet 
d'une depression, traverse la couche du dispositif. 

30 7. Utilisation d'un appareil comportant une ouverture 
d'entree (10) et une ouverture de sortie (15), avec 
au moins un dispositif, dispose dans la lumidre d'un 
corps creux (11), constitue d'une couche (1), pour 
fragmenter des structures k grande masse moiecu- 

35 (aire, ou le diametre moyen des pores de la couche 
(1 ) diminue dans la direction de passage des struc- 
tures k fragmenter, quand on regarde la couche po- 
reuse (1), pour: 

'^o ' homogeneiser un systeme visqueux, tel que 
des lysats cellufaires ou tissulaires, 

- homogeneiser un ADN genomique, 

- fragmenter (cisailler) un ADN genomique, 
fragmenter des gels de polyacrylamide, 

45 . preparer des echantillons par fragmentation 
pour isoiement de I'ARNm et de TARN total, 
preparer des echantillons par fragmentation 
pour isoiement de I'ARNm et de TARN total, et 
de CADN provenant de lysats cellulaires et tis- 

so sulaires vegetaux. 
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